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[Abstract]  AIM: To investiga te the specific humora l and
ce llular mi mune response induced by prmi e-boost mi mun ization
o f HBsAg pro te in vaccine (P ), recomb inant vaccin ia virus vac-
cine (V) and DNA vaccine ( D) inm ice. METHOD S: Groups
o f BALB / cm ice were p rmi ed by one o f the th ree vacc ines
P, V or D and boosted by ano ther vacc ine a t 2, 5, 8 and 11
w eek la te r, thus 9 mi mune comb ina tions were made: PP,
PV, PD, VP, VV, VD, DP, DV and DD. Serum samp les
w ere co llec ted at week 2, 5, 8 and 11 and leve ls o f an t-iHB-
sAg IgG antibod ies and the ir sub-iso types were de te rm ined.
Seven days a fter every boos,t sp leen ce lls o f vacc ina ted
m ice were separa ted and the spec ific CTL lysis ra tio o f
P815S ce lls were de te rm ined. RESULTS: Am ong the three
HBsAg vacc ines P, V and D, V cou ld induce the quickest
humora l mi mune response. The memory hum ora l mi m une
response induced by P w as the stronges.t D induced the
w eakest an tibody tite r. The ra tio o f specific IgG1 / IgG2a ind-i
cated tha t an tibody induced by PP was more po la rized to
Th2. The o the r groups induced ba lanced Th1 /Th2 mi m une
response. Am ong a ll the groups, VD and DV induced the
strongest CTL response, and the spec ific lysis ra tio o f
P815S ce lls was 71% and 64%, respective ly. CONCLU-
SION: The exp rmi en ta l resu lts suggested tha t among a ll the
mi m une comb inations, PV, PD, VP and VD can induce
be tter hum ora l mi mune response wh ile DV and VD can in-
duce stronger CTL response in BALB /c m ice.
[Keywords] HBsAg; comb inan t mi m un iza tion; mi m une re-
sponse
[摘 要 ]  目的: 了解 HBsAg的蛋白疫苗 ( P )、痘苗病毒疫苗
( V )、DNA疫苗 ( D )联合免疫小鼠诱导的特异性体液和细胞
免疫应答。方法: 以 P、V或 D疫苗中的一种疫苗初次免疫
BALB / c小鼠后, 于第 2、5、8、11周再用另一种疫苗加强,
共产生 9种免疫组合: 即 PP、PV、PD、VP、VV、VD、DP、DV
及 DD。于初免后第 2、5、8、11周采血检测血清中抗 HBsAg
IgG的总滴度及其 IgG1和 IgG2a亚类, 并于每次加强免疫后
第 7天, 检测小鼠脾脏的 CTL对 P815S细胞的特异性杀伤率。
结果: 在 P、V、D 3种疫苗中, V疫苗诱导产生抗 HBsAg抗
体的速度最快, P疫苗诱导的体液免疫回忆反应最强, D疫苗
诱导产生的抗体最弱。除 PP疫苗组合诱导的抗体明显倾向
于 IgG1外, 其他均无明显的倾向性。各种免疫组合中, VD
和 DV疫苗组诱导的 CTL应答最强, 对 P815S的特异性杀伤
率分别为 71%和 64%。结论: 在各种联合免疫组合中, PV、
PD、VP和 VD疫苗组的抗体应答较好; 而 DV和 VD疫苗组
诱导的 CTL杀伤效应最强。
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  乙型肝炎病毒 ( HBV )疫苗的研究和发展, 对于
乙型肝炎的预防和控制起着重要作用。目前, 大约




















将基于 HBsAg的 3种疫苗 ( DNA疫苗、重组痘苗病
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毒疫苗及蛋白疫苗 )两两组合, 形成 9种不同的混合
免疫方式免疫 BALB /c小鼠后, 检测了不同组合诱导
小鼠产生的体液及细胞免疫应答。
1 材料和方法
1. 1 材料  细胞株 CV-1 (猴肾细胞 )、143-B (人骨髓瘤细
胞 )、BHK21(仓鼠肾细胞 )和 P815(小鼠肥大细胞瘤细胞 )购
自 ATCC公司; P815S为稳定整合 HB sAg基因的 P815细胞
(可稳定高效表达 HBsAg), 由本室构建并保存。 pCDNA3. 1
载体含 CMV启动子 (用于构建 DNA疫苗 ), 购自 Inv itrogen公
司; pMD18T-H Bs质粒 (含有 HBsAg编码基因 ) , 由本室保存。
重组痘苗病毒载体 pV、痘苗病毒 W estern Reserve株 ( WR
株 ) , 由香港大学吴文翰教授惠赠。无特殊病原体 ( SPF )级
BALB / c小鼠, 雌性, 6~ 8周龄, 由本校实验动物中心提供。
Q IAGENm P lasm idM ega K it购自 Q IAGEN公司; H BsAg ELISA
检测试剂盒购自北京万泰生物药业有限公司; 转染试剂 L ipo-
fectam ine购自 Inv itrogen公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 疫苗制备  DNA疫苗 ( D )的构建: 从 pMD18T-H Bs质
粒上以 BamH I /E coR I切下 HBsAg基因片段, 插入到经同样
双酶切的 pCDNA3. 1载体中, 得到 pCDNA3. 1-S。质粒的大
量提取采用 QIAGEN m P lasm id M ega K it。转染 BHK21细胞
(参照 L ipofectam ine说明书操作 ), 取 48 h后上清, 用 ELISA
法检测 HBsAg的表达。重组痘苗病毒疫苗 ( V )的构建: 从
pMD18T-HBs质粒上以 EcoR V单酶切, 切下 HBsAg基因片
段, 插入经 Sma I线性化的载体 pV中, 置于痘苗病毒早晚期
启动子 P7. 5的下游, 获得 pV-S。构建重组痘苗病毒的方法
参照文献 [ 5]。简言之: 将 pV-S质粒以 L ipofectam ine转染经
WR病毒 37e 感染 2 h的 CV-1细胞。 48 h后刮下细胞, 冻融
3次, 作为重组病毒WR-S储存液。将该重组病毒储存液稀
释不同倍数后, 感染 143B细胞, 于 37e 2 h, PBS洗 1次, 加
入含 0. 05 g /L 5-溴脱氧尿嘧啶 ( BrdU )、100 m g /L x-ga l及
10 g /L低熔点琼脂糖的 20 g /L MEM。 48 h后, 挑取蓝色空
斑, 进一步感染 CV-1细胞扩增。获得的病毒用 CV-1细胞测
定病毒的滴度。以其感染 BHK21 细胞 48 h后, 取上清用
ELISA法检测 HB sAg的表达。重组 HBsAg ( P )的制备: 酵母
表达 HB sAg并纯化, 由北京万泰生物药业有限公司提供。
1. 2. 2 免疫小鼠  将 BALB /c小鼠分成 10组, 每组 12只。
于第 0周以一种疫苗初次免疫; 于第 2、5、8、11周时, 均以
同种或另外一种疫苗加强, 这样 3种疫苗两两组合后共产生
9种免疫组合: 即 PP、PV、PD、VP、VV、VD、DP、DV及 DD
疫苗。 3种疫苗均以 PBS稀释, D疫苗每只 100 Lg /100 LL,
双腿肌肉注射 (每侧 50 LL ); V疫苗每只 1 @ 107 pfu /100 LL,
腹腔注射; P疫苗每只 5 Lg /100 LL, 双腿肌肉注射 (每侧
50 LL )。另设一盐水对照组, 以生理盐水初次免疫及加强免疫。
1. 2. 3 抗 HB sAg抗体检测  分别于初免前 (第 0周 ), 每次
加强前 (第 2、5、8、11周 )以及处死小鼠前 (第 3、6、9、12
周 )采血, 分离血清, 于 - 20e 保存备用。将待检血清作系列
梯度稀释后, 用 ELISA法测定 IgG的总滴度; 并检测抗 HB-
sAg抗体的亚类。即用 HBsAg蛋白包被 96孔板, 分别加入系
列稀释的免疫小鼠血清后, 洗涤, 再分别加入 HRP标记的羊
抗小鼠 IgG1和 IgG2a进行检测, 并计算 IgG1 / IgG2a的比值。
抗体几何平均滴度 ( GMT )的计算方法: 设 lg A =各滴度的 lg
值的平均值, 则 GMT为 1B10A。
1. 2. 4 CTL杀伤率检测  详见文献 [ 6], 简言之: 对各实验
组分别于每次加强免疫后的第 7天, 处死 3只小鼠, 取出脾
脏, 经 200目细胞筛磨碎, 用冰冷的 8. 3 g /L NH
4
C l去除红细
胞, 以含 100 mL /L FCS的 PBS洗涤 2遍, 重悬于 100 mL /L
RPM I1640液中, 计数。获得的脾细胞按 5 @ 106 /孔种入 24孔
板中, 同时加入经丝裂霉素处理过的 P815-S细胞作为刺激细
胞, 脾细胞与刺激细胞的比例为 40B1。第 3天补充 500 LL新
鲜 100 mL /L RPM I1640培养基和 rm IL-2 ( 1 @ 104U /L ), 共培
养 6 d。检测时, 先准备靶细胞: 取 P815-S和 P815细胞, 以
25 mm oL /L Ca lce in标记 30 m in, 洗涤 2遍后, 重悬于无酚红
的 100 mL /L RPM I1640液中, 按 10 000个细胞 /孔种于 96孔
圆底板中。然后处理效应细胞: 收集经 6 d特异性刺激的脾
细胞, 洗涤 1遍后, 重悬于无酚红的 100 mL /L RPM I1640液
中; 按效应细胞B靶细胞的数量比 ( 50B1、20B1、5B1和 1B1)
种于上述 96孔圆底板中, 每个梯度设 3个复孔。将 96孔板
经 300 g 离心 30 s后置于 37e 、50 mL /L CO2 培养箱孵育
4 h, 再以 700 g离心 96孔板 5 m in, 每孔小心吸出 150 LL上
清, 经荧光检测仪测定其荧光值。用下式计算 CTL的杀伤率 :
CTL的杀伤率 = [ (实验组的荧光值 -自然释放的荧光值 ) / (最大
释放的荧光值 -自然释放的荧光值 ) ] @ 100% 。
2 结果
2. 1 D疫苗与 V疫苗表达 HBsA g活性的检测  用 ELISA法
检测转染 pCDNA3. 1-S的 BHK21细胞的培养上清, 以转染空
载体 pCDNA3. 1的 BHK21细胞培养上清为阴性对照, 结果表
明二者的 A 620值分别为 3. 229和 0. 076; 用 ELISA法检测 MOI
10的重组痘苗病毒WR-S感染的 BHK21细胞培养上清, 以感
染野生痘苗病毒WR的 BHK21培养上清为阴性对照, 结果表
明二者 A 620值分别为 3. 334和 0. 108, 说明 pCDNA3. 1-S与
WR-S均能在哺乳动物细胞内表达出有活性的 HBsAg蛋白。
2. 2 不同免疫组合诱导的 IgG抗体的总滴度  如图 1所示,
在 P、V、D 3种疫苗中, V疫苗诱导产生抗 HBsAg抗体的速
度最快, 在初次免疫后 2周诱导产生的抗体的几何平均滴度
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在连续加强免疫后, 不论以何种抗原初免, P疫苗加强免疫
组产生的抗体量在 3个初免组中均最高, 免疫效果 PP> VP>
DP疫苗。V疫苗初次免疫后以 V疫苗或 D疫苗加强免疫,







F ig 1 Antibody response induced by d ifferent mi mune combination
↑: Prim ary or booster imm un izat ion atw eek 0, 2, 5, 8, 11, respect ively.
2. 3 血清 IgG亚类的分析  取初次免疫后的第 2、5、8、11
周的血清样本, 检测其 IgG1和 IgG2a的滴度。第 2周抗体的
滴度较低, 无法同时检测到 IgG1和 IgG2a, 第 5~ 11周血清
样本中的 IgG1 / IgG2a的比值相近 (结果未显示 ) , 我们选取第
11周血清样本中的 IgG1 / IgG2a比值的几何平均值作图。如
图 2所示。除了 PP疫苗组明显以 IgG1为主 (P < 0. 05)外,
其他各种免疫组合诱导的 IgG抗体均没有明显的偏向性。
图 2 各种免疫组合诱导的血清 IgG1 / IgG2a的比值
F ig 2 The ratio o f serum IgG1 / IgG2a induced by d ifferen t im-
mune comb ination
/ o 0: The Log( IgG1 / IgG2a) of one samp le; / - 0: The average Log
( IgG1 / IgG2a) of one group. s sam p le.
2. 4 不同免疫组合诱导的细胞免疫应答  在每次加强免疫
后第 7天, 检测小鼠脾细胞对靶细胞的特异性杀伤。结果表
明, 除 PP免疫组外, 各种免疫组合均能在小鼠体内诱导出细
胞免疫应答。DV免疫组诱导的细胞免疫应答产生最快, 第 1
次加强免疫后的第 7天, CTL的杀伤效率即达到 32%。以 D
疫苗初次免疫的 3种组合以及 VD组在各次加强免疫后, CTL
的杀伤率均持续升高, 其中 DV免疫组和 VD免疫组诱导的细
胞免疫应答最强, 第 12周的杀伤效率分别为 64%和 71% (图 3)。
图 3 不同免疫组合诱导的 HB sAg特异性细胞免疫应答
F ig 3 The specific ce llular immune response induced by d iffe rent
immune comb ination











我们将 HBsAg的 P疫苗、V疫苗和 D疫苗进行
组合, 以初步了解不同混合免疫方式诱导抗 HBV免
疫应答的效果。结果表明, P疫苗诱导的体液免疫应
答最强, 其次是 V疫苗, 最弱的是 D疫苗。V疫苗
诱导的体液应答速度比 P疫苗快, 但诱导的抗体回
忆反应稍差于 P疫苗。分析不同疫苗组合诱导的抗
体亚类发现, 单纯用 P疫苗免疫以产生 IgG1为主,
呈现出 Th2倾向性, 而其他免疫组合诱导的 IgG抗
体无明显倾向性。D疫苗和 V疫苗均表现出良好的
CTL诱导效应, 而 P疫苗对 D疫苗初次免疫的动物
也有一定的加强 CTL的作用。在各种联合免疫组合
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IFN-C和 Granzyme B ( GzB, 颗粒酶 ) , 将 Tc1细胞分
为 3个亚群, Tc1a细胞同时分泌 IFN-C和 GzB, Tc1b
细胞仅分泌 IFN-C, Tc1c细胞仅分泌 GzB, 我们分析
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